4*6-69 



AU 181 



48801 



EP 0253255 
JAN 1988 



AVAILABLE COPy 



88-0 1 5635/03 B03 J04 503 DRED 09.07.86 

VEBARZNEIMITTEL DRESDEN *EP -253-255-A 

09.07.86-DD-292298 (20.01,88) G01rv33/68 
Detecting fibrin monomer in plasma - by selective pptri.' with pyrrole- 
amidine type antibiotic, for assessing haemostatic activation 

C88406744 R(AT CH DE FR GB LI) 



Method for detecting fibrin monomers (I) in blood comprises: 
(1) mixing venous blood with an anticoagulant; 
*\-?Z) centrifuging and recovering plasma from the supernatant ; 

(3) pptn. with a pptg. agent (A); and 

(4) conventional evaluation. 

The hew feature is that (A) is an antibiotic of the 
pyrrole-amidine series. 

MORE SPECIFICALLY 

The antibiotic, opt. as a salt, is used as a soln. in 
HEPES buffer, and is net rop sin, distamyciirand/or 
anthelvencin. 

USE /ADVANTAGES 

Presence of (I) in the blood is indicative of activation of 
the haemostasis sytem . 

(A) provides higher diagnostic reliability (known pptg. 



B(2-A, 2-D, 2-N, 4-B4D2, 4-B4D5, 10-C2, H-C8, 12-K4A2) 
J(4-B1B) 



agents cause non-specific pptn. of fibrin^cleavage products 
and lead to false positive with increasing thrombocyte 
contents ) and is inexpensive . 

The method is not influenced by fibrinogen, heparin, 
thrombocyte content , presence of plasma extenders , or 
change in plasma protein concn. 

PREFERRED PROCESS 

The anticoagulant is citrate. After treatment with (A), 
the plasma is allowed to stand at room temp , before 
centrifuging. Esp. (A) is netropsin and /or distamyein 
hydrochloride . 

EXAMPLE 

0.4ml citrate plasma was mixed with 0. 1ml netropsin 
hydrochloride soln. (15mg/ml free base in 0.15M, pH 7.5 
HEPES) and allowed to stand for 30 min. at room temp. The 
mixt . was centrifuged for 5 min . and the tube examined in 
oblique light f orjjgd impntajjon . 

For 40 patients with confirmed disseminated intravascular 
coagulation, 37 samples were positive. (4pp 12 5 IDA HDwgNo 0/0). 
(G) ISR:- No Search Report. ^ 
ffP-253255-A 
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© Verfahren und Testkit zum Nachweis von Fibrinmonomeren im Blut 



ip,® Die Erfindung betrifft ein Verfahren sowie eine 
jfjTestkombination zum Nachweis von Fibrinmonome- 
Cyfren in menschlichem Blut. Bei diesem Verfahren 
w vermischt man zunMchst Venenblut in bekannter 
IftWeise mit einem Anticoagulans und versetzt das 
Wnach Zentrifugation erhaltene Blutplasma erfindungs- 
Qgema/3 mit einem Antibioticum der Pyrrolamidin-Rei- 
he ais Fallungsmittel, insbesondere mit Netropsin, 
JJDistamycin und/oder Anthelvencin. Nach Stehenlas- 
spn wird die Probe zentrifugiert und das sedime- 
^j0&tte Prazipitat in, an sich feekannter Weise beur- 



teilt. 

Entsprechende Testkombinationen enthalten das 
Fallungsmittel sowie einen Puffer, bevorzugt HEPES. 
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Verfahren und Testklt zum Nachweis von Fibrinmonomeren Im Blut 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren sowie eine 
Testkombination zum Nachweis von Fibrinmono- 
meren im menschlichen Blutplasma. 

Das Auftreten von Fibrinmonomeren im Blut 
beweist eine Aktivierung des Hamostasesystems. 5 
Sie ist eine klinisch haufig auftretende Begleiter- 
scheinung zahlreicher Grunderkrankungen. Dabei 
konnen sich Ober das Stadium der Hypercoagulabi- 
lity lokal bedingt Thrombosen Oder generalisiert 
Verbrauchscoagulopathien mit schweren Blutungs- w 
folgen entwickeln. Ein mogiichst fruhzeitiger Nach- 
weis der Gerinnungsaktivitat ist hierbei die Voraus- 
setzung fOr eine effektive Therapie. 

Es sind bereits mehrere Nachweisprihzipien fOr 
Rbrinmonomere bekannt Die altesten Verfahren 75 
sind der Ethanolgelationstest nach Godal (H. Godal 
und U. Abilgaard, Scand. J. Haem, 3 (1966) 342) 
und der Protaminsulfattest nach "Lipinski (B. 
Upinski und K. Warowski, Thromb. Diath. Haem. 20 
(1968) 44). Diese Verfahren sind leicht durch 20 
ftihrbar, zeigen aber eine unzureichende Sensiti- 
vitat und Spezifitat. Ein spezifischer Test ist der 
Agglutinationstest mit fibrinmondmerbeladenen Er- 
ythrocyten nach Largo (R. Largo et al., Blood 47 - 
(1976). 991). Weiterhin wird auch der zur Diagnose 25 
der Willebrandschen Krankheit geeignete Test auf 
der Basis der FSIIungsmittel Ristocetin-A bzw. 
Ristomyciri-A zum Nachweis von Fibrinmonomeren 
angewandt (K. Watanabe und J. L Tullis, Amer. J. 
Clin. Pathol. 70 (1978) 691; G. Pfliegler et al.. 30 
Abstr. Int. Congr. ISH-ISBT. Budapest. Aug. 1982. 
p. 380). Umfangreiche Vergleichsuntersuchungen 
haben gezeigt, dafl mit den genannten 
Fallungsmitteln eine unspezifische Prazipitation mit 
Fibrinspaltprodukten stattfindet und mit steigendem 35 
Thrombocytengehalt des zum Nachweis eingesetz- 
ten Plasmas falsche positive Reaktionen erhalten 
werden, so da/3 die Sicherheit des Tests nicht 
gewahrleistet ist. Ober diese Verfahren hinaus exi- 
stieren verschiedehe. an aufwendige Analysentech- ao 
nik gebundene Methoden (Affinitat- 
schromatographie, Gelfiltration). 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, <5ine 
neuartige Testkombination zum Nachweis von Fi- 
brinmonomeren im menschlichen Blut sowie auf 45 
dieser Basis ein kostengOnstiges Verfahren zum 
Nachweis von Fibrinmonomeren durch Fallung an- 
zugeben. 

Die Aufgabe wird gemaB den Pate- 
ntanspruchen 1 und 9 gelost. Die abharigigen An- 50 
sprQche betreffen vorteilhafte AusfGhrungsformen. 

Die erfindungsgemSfie Testkombination ist ge- 
kennzeichnet durch Gehalt eines Antibioticums der 
Pyrrolamidin-Reihe als FSIIungsmittel. das bevor- 
zugt in einer Pufferlosung vorliegt. Vorzugsweise 



werden in der Testkombination als Pyrrolamidin- 
Antibiotiea Netropsin, Distamycin und/oder Anthel- 
vencin und/oder deren Analoga, jeweils bevorzugt 
in HEPES-Puffer. eingesetzt. Nach einer bevorzug- 
ten Ausfuhrungsform wird das gewahlte 
Pyrrolamidin-Antibioticum ferner in Form eines Sal- 
zes, beispielsweise des Hydrochlorids. verwendet. 

Das erfindunsgema/te Verfahren zum Nachweis 
von Fibrinmonomeren in Blut, insbesondere im 
menschlichen Blut. beruht darauf, dafl man men- 
schliches Venenblut in an sich bekannter Weise mit 
einem Anticoagulans, insbesondere Citrat, mischt, 
anschliefiend zentrifugiert und das Blutplasma zur 
PrSzipitation mit der oben genannten erfindungs- 
gemaflen Testkombination in Form einer Losung 
versetzt. Anschlie-flend wird das Produkt der 
Fallungsreaktion. d.h. das am Boden sedimentierte 
Prazipitat, in an sich bekannter Weise ausgewertet. 
Das mit dem Fallungsmittel bzw. der Testkombina- 
tion versehene Plasma wird zur Auswertung vor- 
zugsweise bei Raumtemperatur stehengelassen 
und anschliefiend zentrifugiert. 

Die Vorteile der Erfindungskonzeption bestehen 
in der hohen diagnostischen Sicherheit sowie vjp 
der Verwendung eines kostengOnstigen 
Fallungsmittels. besonders von Netropsin-hydroch- 
lorid. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand von 
zwei AusfQhrungsbeispielen zum Nachweis von Fi- 
brinmonomeren naher erlautert. 



Belspiel 1 

Venenblut wird genau nach den fOr Gerinun- 
gsuntersuchungen geltenden Regeln gewonnen 
und daraus Citratplasma nach ublichen Methoden 
bereitgestellt. 

Netropsin-HCI wird je nach Bedarf in einer 
Konzentration von 15 mg Netropsin/ml mit HEPES- 
Puffer (0. 15 M. pH 7.5) gelost (Testkombination 
Netropsin RL). 

0.4 ml Citratplasma werden mit 0,1 ml 
Netropsin-RL in einem Zentrifugehglas gemischt 
und 30 min bei Raumtemperatur stehengelassen. 
Dann wird die Probe 5 min bei einer relativen 
Zentrifugalbeschleunigung (RZB) von hochstens 50 
zentrifugiert. Die am Boden sedimentierten 
PrSzipitate werden nach folgenden Kriterien im - 
schrSg einfallenden Licht beurteilt: 
Flockige lockere PrSzipitation: + 
faserige Ausfallungeh : + + 
kompakte Niederschlage : + + + . 



- mi am aiesem weg als negativ beurteilten 
Proben werden in schwarze Blockschalchen 
QberfOhrt und emeut im schrSg einfallenden Licht 
beurteilt. 

Zu jeder Meflreihe wird eine positive Kontrolle 
zum Vergleich mitgefuhrt. 



Vorbereitung, Durchfuhrung und Auswertung 
der Fallung werden wie in Beispiel 1 vorgenom- 
men. Als FMIIungsmittel wird jedoch Distamycin 
HCI, das in einer Konzentration von 6 mg/ml im 
HEPES-Puffer gelbst wird. eingesetzt 
(Testkombination Distamycin RL). 

Die Empfindlichkeit der Prazipitation betragt, 
verglichen mit Netropsin, ca. 50%. 

Unter Verwendung der erfmdungsgemaflen 
Testkombination Netropsin RL wurden nach dem 
erfindungsgemSflen Verfahren in klinischen Labors 
bei Serienversuchen die nachstehenden Ergeb- 
nisse erzielt: 



PrUfun fl <*S1 erflndundsqemaiten Jestyerfah- 
rens auf seine analytische Verwendbatkelt 

•In vitro- hergestelltes fibrinmonomerhaltiges 
Plasma zeigt eindeutig eine positive Reaktion. 

•Von in EinzelprSparation gewonnenen Spalt- 
produkten des Fibrinogens und Fibrins (e-FDP, 1- 
FDP, e-fdp, 1-fdp) wird nur die Fraktion der fruhen 
Fibnnspaltprodukte (e-fdp) erfaflt. Da e-fdp eben- 
falls Ergebnisse einer thrombinbedingten Fibrino- 
genkonversion sind. wird dadurch die Spezifitat des 
Tests nicht berUhrt. Ab einer Konzentration der 
medermolekularen Spaltprodukte Fragment D (0 3 
g/l) und Fragment E (0.15 g/l) wird eine Ab- 
schwachung der Prazipitation beobachtet. 

-Eine fibrinogenabhangige Beeinflussung der 
Testergebnisse konnte bis zu einer Fibrinogenkon- 
zentration im Plasma von 19 g/| nicht gefunden 
werden. 

-Ein EinfluB von Heparin auf die Prazipitation 
konnte nicht festgestellt werden. 

-Es besteht keine Abhangigkeit der 
Prazipitation vom Thrombocytengehalt des einqe- 
setzten Plasmas. 

-Es wurde kein EinflUfl von Plasmaexpandem 
auf Dextranund Gelatinebasis festgestellt. 

-Der Test zeigt keine Beeinflussung durch 
Veranderung d er Albumin-a-Globulin- 
Immunglobulin-G-und der Gesamtei- 

weiflkonzentration des Plasmas. 



Untersuchunoen zur Spezlfltat des erflndun os- 
gemai8en Testverfahrens 

Die Untersuchung von 40 haemostaseologisch 
5 gesunden hospitalisierten Patienten ergab unter 
Anwendung der fOr Gerinnungsuntersuchungen 
Ubhchen Blutabnahmetechniken in alien Fallen ein 
negatives Jestergebnis (Spezifitat = 1,0). 

Untersuchung der Sensitivitat des Testverfah- 

w rens 

Es wurden 40 Patienten mit klinisch und 
labordiagnostisch gesicherter disseminierter intra- 
vasaler Gerinnung mit dem beschriebenen Test 
untersucht, der in 37 Fallen ein positives Ergebnis 
75 brachte. Damit erwies sich das Verfahren mit einer 
Sensitivitat von 0.93 als labormaflig fOr die Diagno- 
se der disseminierten ihtravasalen Gerinnung geei- 
gnet. 
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AnsprUche 



1. Verfahren zum Nachweis von Fibrinmonome- 
ren in Blut durch 
as Mischen von Venenblut mit einem Anticoagulans, 
Zentrifugieren und Gewinnung des entsprechenden 
Blutplasmas aus dem Qberstand, 
Prazipitation mit einem Failungsmittel 
sowie 

30 Auswertung in Oblicher Weise, 
gekennzeichnet durch 

Verwendung eines Antibioticums der Pyrrolamidih- 
Reihe als Failungsmittel. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet 
as durch Verwendung eines Antibioticums der 

Pyrrolamidin-Reihe in Form eines Salzes. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, gekenn- 
zeichnet durch Verwendung des Antibioticums der 
Pyrrolamidin-Reihe in einer Pufferlosung. 

40 4. Verfahren nach Anspruch 3, gekennzeichnet 
durch eine HEPES-LSsung als PufferlQsung. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 

4, gekennzeichnet durch Verwendung von Netrop- 
sin, Distamycin und/oder Anthelvencin und/oder 

45 Analoga dieser Antibiotica als Failungsmittel. 

6. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 

5, gekennzeichnet durch Stehenlassen des mit 
dem Failungsmittel versetzten Blutplasmas bei 
Raumtemperatur und anschliefiendes Zentrifuqie- 

50 ren. " 

7. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 

6, gekennzeichnet durch Verwendung von Citrat als 
Anticoagulans. 

8. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 
55 7, gekennzeichnet durch Verwendung von 

Netropsin-hydrochlorid und/ oder Distamcyin-hy- 
drochlorid als Failungsmittel. 
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9. Testkombination zur DurchfQhrung des Ver- 
fahrens nach einem der AnsprOche 1 bis 8 auf der 
Basis eines Fallungsmittels fOr Fibrinmonomere, 
gekennzeichnet durch ein Antibioticum der 
Pyrrolamidin-Reihe als Falfungsmittel. 5 

10. Testkombination nach Anspruch 9, gekenn- 
zeichnet durch ein Antibioticum der Pyrrolamidin- 
Reihe in Form eines Salzes als FSIIungsmittel. 

11. Testkombination nach Anspruch 9 Oder 10, 
gekennzeichnet durch einen Puffer, in dem das 10 
Antibioticum der Pyrrolamidin-Reihe vorliegt. 

12. Testkombination nach Anspruch 11, ge- 
kennzeichnet durch HEPES-Puffer. 

13. Testkombination nach einem der An- 
sprOche 9 bis 12, gekennzeichnet durch Netropsin, 75 
Distamycin und/oder Anthelvencin und/oder Ana- 
loga dieser Antibiotica als Fallungsmittel. 
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